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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE 
Hipertermofilne arheje živijo v okoljih s temperaturami višjimi od 60 °C, v katerih običajni 
organizmi ne preživijo. Preživetje v ekstremnih pogojih jim omogočajo določene 
molekularne prilagoditve. Pri visokih temperaturah v arhejskih membranskih lipidih 
najdemo etrske vezi (namesto estrskih), ki dodatno termično stabilizirajo celične 
membrane. Encimi hipertermofilnih organizmov katalizirajo reakcije pri visokih 
temperaturah, kar jih dela zanimive za številne komercialne aplikacije. Posebno zanimive 
so termostabilne proteinaze, kamor spada tudi encim pernizin. Pernizin je zunajcelična 
serinska proteinaza, katero proizvaja hipertermofilna arheja Aeropyrum pernix (Catara in 
sod., 2003; Woese in sod., 1990). 
Zunajcelične proteaze organizmi izločijo v svojo okolico, kjer se lahko nahajajo bodisi kot 
prosti encimi, bodisi ostanejo pripeti na celično membrano (Lodish in sod., 2000). Na to ali 
je encim prost ali pripet na membrano vpliva tudi življenjski stil mikroorganizma (Traving 
in sod., 2015).   
Mikroorganizmi izločajo encime v prosti obliki v primerih, ko je poraba substrata vidna 
kot skupno dobro (npr. v biofilmih) (Baltar, 2018). Prosto izločene proteaze so lahko dokaj 
nespecifične in razgrajujejo proteine v manjše peptide in aminokisline, ki se nato 
transportirajo v celico, nekatere izločene proteaze pa lahko delujejo tudi kot toksini. Celica 
se pred delovanjem svojih proteaz zaščiti z različnimi mehanizmi, npr. s sintezo neaktivnih 
prekurzorjev, ki vsebujejo propeptid. Ta lahko poleg ohranjanja neaktivnega stanja 
proteina pomaga tudi pri pravilnem zvitju proteina, spreminja proteazno specifičnost, 
deluje kot membransko sidro ali ima vlogo pri sekretornem procesu (Wandersman, 1989).  
Proteine, ki interagirajo s celično membrano lahko razdelimo na integralne in periferne 
membranske proteine. Integralni membranski proteini (intrinzični proteini) so vsaj z enim 
delom vgrajeni v fosfolipidni dvosloj. Večina integralnih proteinov vsebuje hidrofobne 
strukture (α-vijačnice, β-ploskve), ki interagirajo z lipidnim dvoslojem v fosfolipidni 
membrani, da je protein zasidran v membrano. Periferni membranski proteini (ekstrinzični 
proteini) ne interagirajo s hidrofobno sredico fosfolipidne membrane. Običajno so z 
membrano povezani posredno preko interakcij z integralnimi proteini ali neposredno preko 
interakcij s polarnimi glavami lipidov (Lodish in sod., 2000).  
Ker je pernizin ekstracelularen protein, se nam poraja vprašanje, ali je za njegovo 
delovanje v naravnem okolju potrebna vpetost v membrane. Preučevanje proteinov v 
njihovem naravnem okolju je težavno zaradi nizkega donosa encima in visoke temperature 
gojenja arheje Aeropyrum pernix (A. pernix), zato smo pripravili rekombinantno obliko 
pernizina in ga izrazili v bakteriji Escherichia coli (E. coli). Iz arheje A. pernix smo 
izolirali lipide in pripravili poenostavljenje modele celične membrane, liposome. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pernizin je ekstracelularen encim, zato predvidevamo, da interagira oz. se veže z lipidnimi 
membranami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 ARHEJE  
 
Arheje poleg bakterij in evkariontov predstavljajo eno izmed treh domen živih bitij (Slika 
1). So enocelični mikroorganizmi, brez celičnega jedra. Ker so arheje po svojih 
morfoloških lastnostih podobne bakterijam, so jih dolgo časa prištevali pod skupno 
domeno. Arheje kot samostojno domeno sta prva opredelila Carl R. Woese in George E. 
Fox leta 1977. Z analizami ribosomske RNA so ugotovili, da se bakterije in arheje med 
seboj razlikujejo bolj kot so sprva mislili (Antranikian in sod., 2005).  
  
Slika 1: Tri domene živih bitij (Woese in sod., 1990) 
Prav v skupini arhej najdemo veliko ekstremofilov. Ti organizmi so prilagojeni za življenje 
v ekoloških nišah, kot so okolja z ekstremno nizko ali visoko temperaturo, ekstremnim pH, 
visoko koncentracijo soli ali visokim pritiskom (Antranikian in sod., 2005). Na ekstremne 
razmere se organizmi prilagodijo z različnimi mehanizmi; pri izjemno visokih 
temperaturah nastaja dodatno zvita DNA, ki je temperaturno bolj stabilna, optimizirajo se 
elektrostatske in hidrofobne interakcije (npr. z zamenjavo aminokislin, s katerimi se 
poveča notranja hidrofobnost proteinov). V slanem okolju se organizmi lahko prilagodijo 
tako, da povišajo osmolarnost v citosolu, kar preprečuje dehidracijo (Rothschild in 
Mancinelli, 2001).  
2.1.1 Aeropyrum pernix  
 
Leta 1996 so Sako in sod. iz podvodnih žveplenih vrelcev ob japonskem otoku Kodakara-
Jima izolirali novo aerobno hipertermofilno arhejo, in jo poimenovali Aeropyrum pernix 
(A. pernix). Nov izoliran sev, A. pernix K1, je bil prvi odkrit strikten aerobni organizem, ki 
raste pri temperaturi do 100 °C. Celice A. pernix so sferične oblike, njihov premer znaša 
med 0,8 in 1,2 µm, optimalno rastejo pri temperaturi med 90 in 95 °C, pH vrednosti 7,0 in 
3,5 % slanosti. Kot substrat za njihovo rast, se lahko uporabljajo številni proteinski 
kompleksi (Sako in sod., 1996). V genomu A. pernix, ki so ga v celoti sekvencirali leta 
1999, so odkrili 2694 potencialnih genov (Kawarabayasi in sod., 1999). 
 
4 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
2.1.1.1 Zgradba celične membrane  
 
Arheje se od bakterij in evkariontov ločijo tudi po zgradbi celične membrane. Fosfolipidi, 
sestavni del membran pri vseh organizmih, so zgrajeni iz fosfatne glave (polarnega dela) in 
lipidnega repa (nepolarnega dela). Fosfatno glavo in lipidni rep povezuje glicerol. Če pri 
bakterijah in evkariontih lipide in glicerol povezuje estrska vez, pri arhejah na tem mestu 
najdemo etrsko vez. Ta je močnejša od estrskih, kar je tudi eden od razlogov, zakaj lahko 
arheje bivajo v tako ekstremnih okoljih (Jain in sod., 2014; Koga, 2012).  
 
V celični membrani A. pernix prevladujeta dve vrsti polarnih lipidov, C25,25-
arheatidil(glukozil)inozitol (AGI) in C25,25-arheatidilinozitol (AI). Pri obeh je hidrofoben 
rep sestavljen samo iz C25-izoprenoidov (2,3-di-sesterpanil-sn-glicerol). AGI ima v svoji 
polarni glavi glukozo in inozitol, ter predstavlja 91 mol % vseh lipidov, AI pa 9 mol % 
celotnih polarnih lipidov, in ima v svoji polarni glavi samo inozitol (Sako in sod., 1996; 
Morii in sod., 1999; Ota in sod., 2012). 
2.1.2 Ekstremofili kot vir novih encimov 
Novo odkriti ekstremofilni mikroorganizmi, so lahko vir številnih novih encimov. 
Velikokrat so mikrobni biokatalizatorji, še posebej iz ekstremofilov, boljši od 
tradicionalnih katalizatorjev, saj lahko izvajajo industrijske procese tudi pod težjimi pogoji, 
pri katerih so konvencionalni proteini povsem denaturirani. Poleg tega encimi iz 
ekstremofilnih mikroorganizmov ponujajo vsestransko orodje za trajnostni razvoj v 
številnih industrijskih aplikacijah, saj so biorazgradljivi, z njihovo uporabo pa lahko 
izboljšamo uporabo surovih materialov in zmanjšamo količino odpadnih produktov. 
Čeprav je bil v zadnjem desetletju narejen velik napredek, je naše znanje fiziologije, 
metabolizma, encimologije in genetike ekstremofilnih mikroorganizmov in z njimi 
povezanih encimov še vedno omejeno (Antranikian in sod., 2005; Nandy, 2016). Encimi iz 
hipertermofilov so zanimivi tudi za pojasnjevanje molekularnega mehanizma, ki je 
temelj njihove stabilnosti in aktivnosti pri visokih temperaturah, in zaradi njihovih 
nenavadnih značilnosti, kot so odpornost na organska topila  in detergente, ki so v 
interesu potencialnih biotehnoloških aplikacij (Catara in sod., 2003).  
2.2 PROTEAZE   
Proteaze najdemo v vsaki celici, kjer prepoznajo in razgradijo nepotrebne ali nenormalne 
polipeptide ter peptidna hranila znotraj ali zunaj celice. Proteaze delimo na eksopeptidaze, 
ki delujejo na amino- ali karboksilnem koncu proteina, in endopeptidaze, ki cepijo interne 
peptidne vezi (Wandersman, 1989). Večina heterotrofnih hipertermofilov lahko raste na 
proteinskem substratu, in proteinski substrat uporablja kot primarni vir ogljika in dušika ter 
vir energije. Z zunajceličnimi proteazami, ki so proste ali pritrjene na celično membrano, 
organizem substrat delno razgradi pred transportom hranil v celico. Produkti zunajcelične 
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hidrolize se transportirajo v celice, kjer so nadalje razgrajeni v individualne aminokisline z 
delovanjem znotrajceličnih proteaz in peptidaz. Encimi, ki sodelujejo v tem procesu so 
biokemijsko dobro opisani, o njihovem metabolnem pomenu in regulaciji pa je malo 
znanega (Antalis in sod., 2016; Ward in sod., 2002). Proteaze danes predstavljajo največji 
delež komercialno uporabnih encimov (Leisola in sod., 2009). 
2.2.1 Pernizin  
Iz arheje A. pernix K1, so Catara in sod. (2003) izolirali in okarakterizirali novo 
zunajcelično serinsko proteazo imenovano pernizin. Pernizin je endopeptidaza, z 
molekulsko maso okoli 34 kDa (določeno z gelsko filtracijsko kromatografijo in SDS -
PAGE analizo ter masno spektrometrijo), kar nakazuje na to, da je pernizin monomer. 
Pernizin je aktiven v širokem pH (5-12) in temperaturnem območju (60-120 °C), 
najvišjo aktivnost pa ima pri temperaturi 90 °C in pH med 8 in 9. V prisotnosti CaCl2, 
pernizin tudi pri 120 °C obdrži skoraj 80 % svoje maksimalne aktivnosti, saj kalcij 
poveča stabilnost encima pri višjih temperaturah. EDTA inhibira delovanje pernizina, 
ker potrjuje domnevo, da je pernizin serinska proteaza. Izoelektrična točka pernizina je 
3,92 (Catara in sod., 2003; Šnajder in sod., 2015).  
 
Skoraj vse subtilaze (podskupina subtilisinu podobnih proteaz, kamor spada večina 
proteaz iz hipertermofilov, tudi pernizin) se sintetizira v celici kot prekurzor 
preprosubtilisin, v katerem sta pre- in prosekvenca pritrjeni na N-konec proteina. 
Presekvenca je signalni peptid, ki vodi sekrecijo prosubtilisina preko citoplazemske 
membrane, medtem ko za prosekvenco velja, da ima vlogo intramolekularnega 
šaperona, ki vodi pravilno zvitje proteina, in je kasneje z avtoproteolizo odstranjen iz 
aktivne oblike encima (Catara in sod., 2003). Tudi za pernizin velja, da je za njegovo 
encimsko aktivnost nujno potrebna odcepitev proregije, šaperonska vloga proregije pa 
še ni bila potrjena (Šnajder in sod., 2015).  
 
Gen za pernizin so izolirali iz sekvenciranega genoma A. pernix, in ga z ekspresijskim 
plazmidom izrazili v E. coli, sev BL21. Biokemijske lastnosti tako pripravljenega 
rekombinantnega pernizina so podobne naravnemu pernizinu (Catara in sod., 2003). 
2.3 Escherichia coli KOT PRODUKCIJSKI ORGANIZEM 
Escherichia coli (E. coli) je danes najpogosteje uporabljen organizem za izražanje in 
proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Zmožen je proizvajati željen protein ali encim v 
velikih količinah, ki jih potrebujemo za preučevanje lastnosti encimov, ali uporabo v 
industrijskih procesih. Prednosti E. coli so hitra rast, raste lahko do visoke gostote na 
poceni substratih, transformacija z eksogeno DNA pa je enostavna in hitra (Rosano in 
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Ceccarelli, 2014). Za ekspresijo proteinov se najpogosteje uporablja E. coli sev BL21 
(DE3), katerega smo za proizvodnjo rekombinantnega pernizina uporabili tudi mi.  
2.4 INTERAKCIJE MED PROTEINI IN LIPIDNIMI MEMBRANAMI  
Lipidi predstavljajo pomembno gradbeno komponento celice. Sestavljajo celično 
membrano, ki obdaja celico, v notranjosti celice pa med seboj ločujejo različne 
membranske komponente. V celični membrani so fosfolipidi urejeni v dvosloj, pri čemer 
so hidrofobni repi obrnjeni drug proti drugem, hidrofilne glave pa so v stiku z vodno 
raztopino. Številni proteini interagirajo s celično membrano. Intrinzični proteini se lahko 
vgrajujejo v celično membrano, običajno z nespecifičnimi hidrofobnimi povezavami, npr. 
insercijo α-verige v lipidni dvosloj. Periferni ali ekstrinzični proteini so z membrano 
povezani posredno, preko interakcij z intrinzičnimi skupinami ali elektrostatskih interakcij 
s polarnimi glavami fosfolipidov (Ben-Tal in sod., 1997; Zhao in Lappalainen, 2012; 
Murray in sod., 2001).   
 
V številnih primerih lahko interakcije proteinov z membranami vključujejo enega ali več 
od zgoraj navedenih mehanizmov. Mehanizem s katerim protein interagira z membranami 
ima pomembne biološke posledice, ker določa specifičnost in afiniteto za membransko 
vezanje, prav tako pa lahko protein učinkuje na morfologijo in dinamiko membranskih 
lipidov. Razumevanje načina kako proteini interagirajo z lipidnimi membranami, je 
ključno tudi za razumevanje njihovih bioloških funkcij. Obstaja več vrst testov, s katerimi 
preverjamo interakcije med proteini in lipidi in vitro, in dajejo različne informacije glede 
mehanizma interakcije med proteini in lipidi (Zhao in Lappalainen, 2012). 
2.4.1 Liposomi kot modelne membrane 
Liposomi ali lipidni vezikli so najpogosteje uporabljeni poenostavljeni modeli celične 
membrane. Po svoji morfologiji spominjajo nanjo, saj so v liposomih tako kot v celični 
membrani lipidi urejeni v sferični lipidni dvosloj. Unilamelarni vezikli oz. liposomi so 
sestavljeni iz enega sferičnega lipidnega dvosloja, multilamelarni pa iz več le teh (Slika 2). 
Poleg števila plasti dvosloja se liposomi ločijo tudi po velikosti. Multilamelarne 
(večslojne) vezikle (ang. multilamellar vesicle, MLV), lahko zmanjšamo z ekstruzijo skozi 
filter ali s sonikacijo v velike unilamelarne (enoslojne) vezikle (ang. large unilamellar 
vesicle, LUV) ali majhne unilamelarne vezikle (ang. small unilamellar vesicle, SUV). 
Liposome lahko pripravimo iz različnih lipidov, npr. izberemo take lipide, da pripravljeni 
liposomi čim bolje posnemajo naravno celično membrano, ali pa testiramo interakcije z 
lipidi, ki niso naravno prisotni v določenem organizmu (Zhao in Lappalainen, 2012). 
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Slika 2: Vrste liposomov glede na velikost in število dvoslojev (Kalepu in sod., 2013) 
Izbira lipidov vpliva tudi na stabilnost liposomov. Liposomi pripravljeni iz lipidov A. 
pernix so termalno stabilni (Gmajner in sod., 2011). Na stabilnost liposomov vpliva tudi 
velikost in lamelarnost liposomov (LUV so bolj stabilni kot MLV), temperatura 
shranjevanja (stabilnost liposomov se ohrani pri 4 °C, manj pri 25° C), ter zeta potencial 
(du Plessis in sod., 1996).  
2.4.2 Metode za preučevanje interakcij med proteini in lipidnimi membranami 
2.4.2.1 Sedimentacijski test 
Sedimentacijski test je široko uporabna metoda za preučevanje afinitete in specifičnosti 
vezave proteinov na lipidne membrane. Sedimentacijski test je hiter, zelo prilagodljiv za 
različne pogoje, zanj pa potrebujemo manjše količine proteina in lipidov. Temelji na 
sedimentaciji lipidnih veziklov oz. liposomov in interagirajočih proteinov v pufru pri 
centrifugiranju na visokih obratih. Da pridobimo informacije o afiniteti proteinov do 
lipidnih membran, analize izvajamo tako, da spreminjamo koncentracije ene od 
komponent, običajno liposomov (Becalska in sod., 2013; Zhao in Lappalainen, 2012). 
2.4.2.2 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
Aromatske aminokislinske ostanke (triptofan in tirozin) lahko vzbujamo (ekscitiramo) z 
valovno dolžino 280 nm (z zunanjim virom, npr. laserjem), pri čemer te absorbirajo 
svetlobo in preidejo v višje (vzbujeno) energetsko stanje. Da bi se vrnile v prvotno 
energijsko stanje, molekule oddajo energijo v obliki svetlobe (fluorescence), ki jo merimo. 
Molekulam, ki fluorescirajo pravimo fluorofori  (Lakowicz, 1999).  
Za študije zvitja in razvitja proteinov, vezave in dinamike lahko uporabljamo fluorescenco, 
saj je intenziteta fluorescence in maksimalna emisijska valovna dolžina (λmax) triptofana 
zelo občutljiva na polarnost topila in lokalnega proteinskega okolja. V primeru, da ima 
preučevani protein triptofanski ostanek na površini, ki interagira z membrano ali je 
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občutljiv na morebitne konformacijske spremembe, ki jih povzroči vezava na membrano, 
lahko triptofansko fluorescenco uporabimo za določitev afinitete in kinetike interakcij med 
proteinom in lipidnimi membranami (Royer, 2006; Bustad in sod., 2011). 
2.4.2.3 Polarizacija s sondo difenilheksatrienom  
 
Interakcije med proteini in lipidnimi membranami lahko spremljamo tudi s 
fluorescenčnimi sondami. Difenilheksatrien (DPH) je rigidna, hidrofobna fluorescenčna 
sonda, ki se spontano vstavi v lipidni dvosloj, običajno je orientirana vzporedno z acilnimi 
verigami. S polarizirano eksitacijsko svetlobo vzbudimo DPH molekulo in merimo 
emisijsko svetlobo (Slika 3). Količina paralelno (IVV) in pravokotno (IVH) na eksitacijski 
žarek polarizirane svetlobe se razlikuje v odvisnosti od hitrosti gibanja DPH molekule. 
Hitrost gibanja je odvisna od fluidnosti in organizacije membrane. Iz IVV in IVH lahko 
izračunamo anizotropijo (r), po sledeči enačbi:  
 
r =(IVV-IVH)/(IVV+2IVH)                                                                                                       … (1) 
 
V fluidni lipidni membrani, se DPH molekule gibljejo hitro in imajo depolarizirano 
emisijo. Z merjenjem DPH anizotropije lahko preverimo, ali protein interagira s   
hidrofobno sredino fosfolipidnega dvosloja, saj je fluidnost lipidne membrane v tem 
primeru manjša, kar se odraža v zmanjšani rotaciji DPH molekule in povečani DPH 
anizotropiji  (Fox in Delohery, 1987; Chaudhuri in Chattopadhyay, 2014). 
  
 
Slika 3: Polarizacija s sondo difenilheksatrien (DPH) (Zhao in Lappalainen, 2012) 
 
 
 
 
 
9 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
2.4.2.4 Cirkularni dikroizem  
Cirkularni dikroizem je spektroskopska metoda, ki temelji na absorbciji levo- in 
desnokrožno polarizirane svetlobe. Ko krožno polarizirana svetloba potuje skozi optično 
aktivne molekule, se levo- in desnokrožno polarizirana svetloba ne absorbirata v enaki 
meri. Razlika med absorbirano levo- in desnokrožno svetlobo je cirkularni dihroizem. 
Cirkularni dihroizem (CD) je odlično orodje za hitro določevanje sekundarne strukture in 
lastnosti zvitja proteina, saj različne strukture (α- in β-strukture, ter konformacije 
naključnega klopčiča) različno absorbirajo UV svetlobo. Za α-vijačnico so v CD spektru 
značilni minimumi pri  222 nm in 208 nm, za β-strukture pa minimum pri 215 in 180 nm 
(Slika 4). Ker je spekter proteinov odvisen od njihove konfirmacije, se CD lahko uporablja 
za ocenitev strukturnih elementov ali določitev sekundarne strukture neznanih proteinov in 
spremljanje konformacijskih sprememb zaradi temperature, mutacij, denaturantov, ali 
reakcij povezovanja (Wallace, 2009).  
 
 
Slika 4: CD spekter proteina z visoko vsebnostjo α-vijačnic (modra), β-strukture (rdeča) in naključnega 
klopčiča (zelena) (Wei in sod., 2014) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Gojišča 
 
Gojišča smo pripravljali tako, da smo v čašo zatehtali navedene sestavine, dodali ustrezno 
količino destilirane vode, in z mešanjem na magnetnem mešalu raztopili komponente 
gojišča. Če je bilo potrebno, smo pH uravnali z dodatkom NaOH ali HCl. Vsa gojišča smo 
pred uporabo avtoklavirali (20 minut na 110 °C, pri tlaku 1,1 bar). V kolikor smo v gojišče 
dodali še antibiotik kloramfenikol, smo po avtoklaviranju počakali, da se je temperatura 
gojišča spustila pod 60 °C in nato dodali ustrezen volumen založne raztopine antibiotika 
kloramfenikola (34 mg/mL), tako da je bila končna koncentracija kloramfenikola v gojišču 
34 µg/mL. 
3.1.1.1 Tekoče gojišče za gojenje arheje Aeropyrum pernix 
Gojišče smo uporabili za kultivacijo celic arheje A. pernix.  
 
Preglednica 1: Sestava gojišča za gojenje arheje Aeropyrum pernix 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
Sol (Tropic marin, Nemčija)  32,64 g 32,64 % (w/v) 
Pepton (BD Biosciences, ZDA)  4,80 g 4,80 % (w/v) 
Kvasni ekstrakt (BD Biosciences, ZDA) 0,96 g 0,96 % (w/v) 
Natrijev tiosulfat pentahidrat (Na2S2O3·5H2O) (Kemika, 
Hrvaška)  
0,96 g 0,96 % (w/v) 
HEPES (Sigma-Aldrich, ZDA) 4,76 g 4,76 % (w/v) 
Dodamo dH2O do 1000 mL, pH uravnamo na 7,0 z dodatkom NaOH 
 
3.1.1.2 Tekoče gojišče Luria-Bertani  
 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) smo uporabili za  kultivacijo produkcijskih celic E. coli 
BL21 (DE3). Za pripravo LB gojišča smo uporabili pripravljeno mešanico LB medium 
broth, ki vsebuje tripton (10 g/L), kvasni ekstrakt (5 g/L) in NaCl (10 g/L).  
 
Preglednica 2: Sestava tekočega gojišča Luria-Bertani 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
LB medium broth (Carl Roth, Nemčija) 25 g 25% (w/v) 
Dodamo dH2O do 1000 mL 
 
Pripravili smo tudi tekoče gojišče LB z dodanim kloramfenikolom. V 10 mL gojišča smo 
dodali po 10 µL antibiotika, z obračanjem premešali in shranili do uporabe v hladilniku na 
4 °C. 
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3.1.1.3 Trdno gojišče Luria-Bertani z dodanim kloramfenikolom 
 
Trdno gojišče LB z dodanim kloramfenikolom smo uporabili za razlikovanje med 
transformiranimi in netransformiranimi celicami E. coli. 
 
Preglednica 3: Sestava trdnega gojišča Luria-Bertani 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
LB medium broth (Carl Roth, Nemčija) 3,75 g 25% (w/v) 
Agar (Carl Roth, Nemčija) 2,25 g 15 % (w/v) 
Dodamo dH2O do 150 mL 
 
Po avtoklaviranju smo v 150 mL gojišča dodali 150 µL antibiotika kloramfenikola, z 
obračanjem erlenmajerice gojišče premešali, in ga sterilno razlili na Petrijeve plošče. 
3.1.1.4 Tekoče 2x kvas-triptonsko gojišče z dodanim kloramfenikolom 
Tekoče 2x kvas-triptonsko gojišče (ang. tryptone yeast extract medium, 2xYT) smo 
uporabili kot produkcijsko gojišče, za pridobivanje rekombinantnega pernizina. 
Preglednica 4: Sestava tekočega 2x kvas-triptonskega gojišča 
Sestavina Količina Končna koncentracija 
2xYT medium (Carl Roth, Nemčija) 31 g 31% (w/v) 
Dodamo dH2O do 1000 mL 
V vsako erlenmajerico z 0,5 L produkcijskega gojišča smo dodali 0,5 mL kloramfenikola.  
3.1.2 Raztopine in reagenti 
3.1.2.1 Mobilna faza za tankoplastno kromatografijo 
Pripravili smo 270 mL mobilne faze za tankoplastno kromatografijo (TLC) iz mešanice 
kloroforma, metanola, ocetne kisline in dH2O, v razmerju 85/30/15/5. 
Preglednica 5: Sestava mobilne faze za tankoplastno kromatografijo 
Sestavina Količina 
Kloroform (Merck, Nemčija) 170 mL 
Metanol (Merck, Nemčija) 60 mL 
Ocetna kislina (Merck, Nemčija) 30 mL 
dH2O 10 mL 
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3.1.2.2 20 % žveplova (VI) kislina  
 
20 % žveplovo (VI) kislino (H2SO4) za poškropitev folije za TLC smo pripravili iz 10 mL 
98 % žveplove (VI) kisline in 40 mL dH2O.  
3.1.2.3 Pufri   
Preglednica 6: Seznam in sestava uporabljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Pufer TSE  100 mM Tris-HCl, 20 % (w/v) saharoza (Carlo Erba, Italija), 0,5 
mM EDTA, pH 8,0  
20 mM HEPES  20 mM HEPES (Sigma-Aldrich, ZDA), pH 7,0 
Pufer za lizo  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0  
Pufer za spiranje  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0  
Pufer za elucijo  50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0   
Pufer za elektroforezo (SDS-PAGE) TRIS, glicin, SDS  
1,5 M Tris-HCl 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
0,5 M Tris-HCl 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
10 mM TRIS-HCl 10 mM Tris, pH 8,0  
3.1.2.4 Gel za SDS-PAGE elektroforezo 
Preglednica 7: Sestava 12 % ločevalnega in 4 % nanešalnega gela za SDS-PAGE elektroforezo, za pripravo 
dveh gelov 
Sestavina 12 % ločevalni (µL) 4 % nanešalni (µL) 
dH2O 2792,5  2033 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 2082,5 - 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8  - 833 
10 % (w/v) SDS 82,5 33 
30 % aa/bis-aa 3332,5 433 
10 % APS 41,75 16,67 
TEMED 4,25 1,67 
Skupni V (µL) 8336 3350,34 
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3.1.2.5 Ostale uporabljene kemikalije in raztopine 
 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih kemikalij in raztopin 
Kemikalija  Proizvajalec  
Akrilamid/bis akrilamid (aa/bis-aa) Roth (Nemčija) 
Aceton  Sigma-Aldrich (ZDA) 
Agaroza  Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
APS (amonijev persulfat) Sigma-Aldrich (ZDA) 
azokazein Sigma-Aldrich (ZDA) 
CaCl2 (kalcijev klorid) Kemika (Hrvaška) 
DMSO (dimetilsulfoksid) Merck (Nemčija) 
DPH  Sigma-Aldrich (ZDA) 
DPPC  NOF (ZDA) 
EDTA Kemika (Hrvaška) 
Etanol Merck (Nemčija) 
Holesterol Sigma (ZDA) 
Velikostna lestvica za SDS PAGE (Page ruller) Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
Nanašalni pufer za elektroforezo (Nu PAGE LDS Sample Buffer 4x) Invitrogen (ZDA) 
PMSF  Sigma-Aldrich (ZDA) 
SDS (natrijev dodecil sulfat; ang. sodium dodecyl sulfate) Sigma (ZDA) 
Barvilo za gele (Simply Blue) Novex (ZDA) 
TCA (triklorocetna kislina) Merck (Nemčija) 
TEMED Sigma-Aldrich (ZDA) 
TritonX Sigma (ZDA) 
3.1.3 Laboratorijska oprema in naprave 
Preglednica 9: Seznam pomembnejše laboratorijske opreme in naprav 
Oprema Proizvajalec 
Elektroforezni sistem (Mini-PROTEAN Tertra Cell in električni 
napajalnik Power Pac)  
BIORAD (ZDA) 
Rotavapor BUCHI (Švica) 
Inkubator (VRVI-403 ) Tehtnica (Slovenija) 
Magnetno mešalo z grelom (RTC digital)   IKA (Nemčija) 
pH meter (Seven Easy) Mettler Toledo (ZDA) 
Centrifuga (Rotanta 460 R) Hettich (Nemčija) 
Centrifuga (Centric 200) Tehtnica (Slovenija) 
Tehtnica (EXACTA 2200) Tehtnica (Slovenija) 
Tehtnica (AT 201) Mettler Toledo (ZDA) 
Vibracijski mešalnik (VV3) Vwr (ZDA) 
Termoblok (TS1 Thermoshaker (Analytik jena)) Biometra (Nemčija) 
Ultrazvočna kopel (SONOREX TK 52) Bandelin (Nemčija) 
Sonikator (Vibra cell)  SONICS (ZDA) 
Čitalec mikrotitrskih plošč (Tecan Safire 2) Tecan Group (Švica) 
Fluorimeter (Varian Cary Eclipse) Agilent (ZDA) 
Spektrofotometer (Eppendorf BioSpectrometer)  Eppendorf (Nemčija) 
CD-spektrometer (Jasco J-1500) JASCO (Nemčija) 
Zetasizer Nano ZSP Malvern Panalytical (Nizozemska) 
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3.2 METODE  
3.2.1 Gojenje arhej 
Arheje A. pernix smo pridobili iz japonske zbirke mikroorganizmov (JCM). Arheje smo 
gojili v litrskih erlenmajericah s po 750 mL gojišča, uravnanega na pH 7,0 (Preglednica 1). 
Gojenje je potekalo 48 h pri temperaturi 92 °C, z mešanjem z magnetnim mešalom (450 
rpm), in dovodom sterilnega zraka. Nad erlenmajerico je bil postavljen hladilnik, ki je 
kondenziral izhlapelo vodo iz gojišča. Sestavo gojišča in pogoje gojenja arheje smo 
povzeli po članku (Milek in sod., 2005). 
 
Biomaso smo pridobili tako, da smo gojišče z arhejami centrifugirali 15 min na 12.000 
RCF, pri 10 °C. Supernatant smo odlili, sediment (biomaso), ki je ostal po centrifugiranju 
pa smo shranili do uporabe v zmrzovalniku na -20 °C. 
 
3.2.2 Izolacija in čiščenje lipidov iz Aeropyrum pernix 
 
Izolacijo lipidov smo začeli s predhodno pripravljeno lipidno frakcijo totalnih polarnih 
lipidov, ki so bili shranjenih v kloroformu na -20 °C. Lipide v kloroformu smo prenesli v 
bučko, in z rotavaporjem odpareli kloroform do cca. 15 mL, preostanek pa smo nato 
prenesli v predhodno stehtano manjšo bučko. Bučka je bila med rotavapiranjem v vodni 
kopeli na 37 °C, tlak pa smo iz začetnih 300 mbar postopoma zniževali do 40 mbar, da 
smo pospešili izparevanje kloroforma. Ko je kloroform popolnoma izparel, so bili na steni 
bučke lipidi vidni kot sloj. Bučko smo ponovno stehtali, da smo dobili maso lipidov. 
Podatek o skupni masi lipidov smo potrebovali, da smo določili največji volumen lipidov, 
ki ga lahko nanesemo na eno kolono. Osušene totalne lipide (v bučki) smo ponovno 
raztopili v kloroformu; za 300 mg lipidov smo uporabili 4 mL kloroforma. Pri 
odstranjevanju lipidov s stene bučke smo si pomagali z ultrazvočno kopeljo. 
 
Z uporabo kolone Sep pack Vac 20 cc (5 g) s silika gelom smo lipide v kloroformu očistili. 
Na začetku smo kolono ekvilibrirali s kloroformom (170 mL), nato pa smo nanjo nanesli 
0,55 g lipidov v kloroformu. Lipide smo spirali s topili: najprej s kloroformom (170 mL), 
nato z mešanico metanol/aceton (1/9; 25 mL in 225 mL), na koncu pa smo lipide sprali s 
kolone z metanolom (170 mL). Eluat lipidov v metanolu smo shranili v bučko in osušili na 
rotavaporju, v vodni kopeli na 37 °C. V večji bučki smo metanol odpareli do približno 15 
mL, nato pa preostanek prenesli v manjšo predhodno stehtano bučko. Pri najnižjem tlaku 
smo metanol odpareli do konca, bučko s posušenimi lipidi pa stehtali, da smo dobili 
končno maso lipidov. Posušene lipide smo raztopili v kloroformu v koncentraciji 10 
mg/mL, alikvote lipidov pa shranili v steklenih vialah na -20 °C do uporabe.  
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3.2.3 Tankoplastna kromatografija 
 
S tankoplastno kromatografijo (TLC) smo preverili čistost izoliranih arhejskih lipidov. 
Pripravili smo 270 mL mobilne faze sestavljene iz kloroforma, metanola, ocetne kisline in 
vode v razmerju 85/30/15/5 (Preglednica 5). V stekleno kadičko v kateri je potekala TLC, 
smo nalili vse komponente mobilne faze, pokrili s steklenim pokrovom in pustili dve uri, 
da se je zrak v kadički nasitil s hlapi mobilne faze. Na folijo za TLC smo nanesli 10 µL 
izoliranih in očiščenih arhejskih lipidov v kloroformu in folijo postavili v kadičko. 
Počakali smo, da je mobilna faza pripotovala do približno centimetra pod robom folije za 
TLC, nato smo jo odstranili iz kadičke, poškropili z 20 % žveplovo (VI) kislino (H2SO4) in 
za kratek čas postavili v pečico na 180 °C. Lipidi so se na plošči videli kot lise.  
 
3.2.4 Priprava liposomov 
 
Pripravili smo liposome sestavljene iz arhejskih lipidov (arheosome) ter mešanice 
arhejskih lipidov in holesterola ter DPPC-ja, s končno koncentracijo lipidov 16,5 mM v 20 
mM HEPES pufru s pH 7,0. Iz podatkov o molski masi holesterola, DPPC-ja in lipidov 
arheje A. pernix (Polak in sod., 2014) smo izračunali potrebno količino lipidov za pripravo 
16,5 mM liposomov. Uporabljene lipide smo predhodno raztopili v kloroformu v 
koncentraciji 10 mg/mL. 
 
Metoda tankega filma in hidratacija  
Ustrezen volumen lipidov (odvisno od sestave liposomov) raztopljenih v kloroformu smo 
prenesli v bučko. Kloroform v bučki smo odparili na rotavaporju tako, da je na steni bučke 
ostal tanek film lipidov. Med rotavapiranjem je bila bučka potopljena v vodno kopel (40 
°C), tlak v bučki pa smo postopoma zniževali. Ko je odparel ves kloroform, smo vsaj še 2 
uri pustili bučko na najnižjem tlaku (cca 34 mbar), da so se lipidi dobro osušili. V bučko z 
nastalim lipidnim filmom smo nato dali nekaj steklenih kroglic, dodali 1 mL 20 mM 
HEPES pufra (pH 7,0), ogretega na 45 °C, ter mešali na vibracijskem mešalniku 10 minut. 
Na ta način smo pripravili multilamelarne liposome (MLV), ki smo jih prenesli iz bučke v 
mikrocentrifugirke. Pred shranjevanjem v hladilniku na 4 °C, smo mikrocentrifugirke z 
liposomi prepihali z dušikom, da bi preprečili oksidacijo lipidov.  
 
Priprava majhnih unilamelarnih liposomov (SUV) 
SUV smo pripravili s soniciranjem MLV. V mikrocentrifugirko z MLV smo potopili sondo 
in nastavili čas sonikacije na 30 minut. Delovni interval naprave je bil nastavljen na 10 s, 
sledila je 10 s prekinitev, soniciranje je potekalo pri 40 % amplitudi. Da bi preprečili 
pregrevanje, je bila mikrocentrifugirka z liposomi med sonikacijo v ledeni kopeli.   
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3.2.5 Merjenje velikosti in zeta potenciala liposomov  
 
Meritve velikosti in zeta potenciala smo opravili z napravo Zetasizer Nano ZSP, ki 
omogoča merjenje velikosti koloidnih delcev v suspenziji (hidrodinamični premer in 
porazdelitev velikosti delcev) in zeta potenciala. Meritev velikost delcev poteka na osnovi 
dinamičnega sipanja laserske svetlobe (DLS) v območju od 0,3 nm do 10 µm. Delci se v 
raztopini gibljejo naključno (Brownovo gibanje), hitrost njihovega gibanja, katero 
spremljamo s sipanjem svetlobe, ki jo usmerimo v vzorec, pa je odvisna od velikosti 
delcev. Pri večjih delcih se intenziteta sipane svetlobe s časom spreminja počasneje kot pri 
manjših delcih. Pridobimo lahko tudi podatke o razporeditvi delcev po velikosti. Meritev 
zeta potenciala poteka na osnovi laserske Dopplerjeve elektroforezne tehnike M3-PALS. V 
vzorcu se vzpostavi električno polje, hitrost in smer gibanja delcev (spremljamo z 
laserjem) v raztopini pa je povezana z njihovim zeta potencialom. Iz tega lahko 
izračunamo elektroforetsko mobilnost, iz nje pa zeta potencial in porazdelitev zeta 
potenciala (Zetasizer …, 2013).   
 
Merjenje velikosti liposomov smo opravili, da bi ugotovili, ali se velikost nastalih MLV in 
SUV ujema s podatki iz literature. Ugotavljali smo tudi vpliv različne sestave liposomov 
na njihovo velikost in zeta potencial, ter njihovo porazdelitev. Uporabili smo 
elektroforetske kivete (DTS1070), ki omogočajo meritve velikosti delcev in zeta 
potenciala. Elektroforetsko kiveto smo napolnili s prefiltriranim (0,2 µm) 20 mM HEPES 
pufrom (pH 7,0), da ne bi morebitni delci nečistoč iz pufra vplivali na rezultate meritev. V 
kiveto s pufrom smo nato dali 50 µL liposomov. Meritev je potekala pri 25 °C. Program je 
pri svojih meritveh upošteval naslednje parametre:  
 
- refraktivni indeks delcev: 1,59 
- absorbanca delcev: 0,01 
- refraktivni indeks topila: 1,330 
- viskoznost: 0,8872 cP 
 
Pri merjenju zeta potenciala so bile nastavitve programa naslednje: 
 
- refraktivni indeks topila: 1,330 
- disperzična dielektrična konstanta: 78,5 
 
3.2.6 Pridobivanje rekombinantnega pernizina 
 
Za čezmerno izražanje rekombinantnega pernizina smo uporabili kompetentne celice E. 
coli, sev BL21 (DE3). Kot ekspresijski vektor smo uporabili vektor pMD204, ki ima 
močen T7 promotor, ki je kombiniran z lac operonom, opmA signalno sekvenco za 
sekrecijo proteina, na koncu pa ima His oznako, ki se uporablja pri čiščenju z Ni2+ kolono. 
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Vektor ima gen za odpornost na kloramfenikol, kar služi kot selekcijski marker za rast 
transformiranih bakterijskih celic v gojišču z dodanim kloramfenikolom (Škrlj in sod., 
2009). Protein se je izražal v periplazmo, kar nudi določene prednosti (izboljša zvitje 
proteina, zmanjša proteolitično degradacijo in olajša čiščenje proteina) (van Bloois, 2012). 
   
Transformacija produkcijski E. coli BL21 (DE3) 
Kompetentne celice E. coli sev BL21 (DE3) shranjene na -80 °C smo odmrznili, in na ledu 
pustili 10 minut. K 75 µL celic E. coli smo dodali 2 µL plazmidne DNA (42 ng/mL), 
premešali in inkubirali na ledu 30 minut. Da bi plazmid lahko vstopil v celice smo te 
izpostavili toplotnemu šoku; inkubirali smo jih 90 sekund, v vodni kopeli pri 42 °C. Takoj 
zatem smo jih spet postavili na led za 2 minuti, nato pa smo jih prenesli v 400 µL 
sterilnega gojišča LB, brez antibiotika (Preglednica 2). Nastalo mešanico smo inkubirali 50 
minut na 37 °C s stresanjem pri 650 rpm v termobloku. Po končani inkubaciji smo celice 
centrifugirali 5 minut pri 3000 g, supernatant odlili, celični sediment pa resuspendirali v 
preostanku supernatanta in s hokejko razmazali na ogreto LB ploščo (37 °C) z dodanim 
antibiotikom kloramfenikolom (Preglednica 3). Ploščo smo čez noč inkubirali na 37 °C. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili celice E. coli, katerim nismo dodali plazmida.  
 
Precepljanje transformant 
Po 18 urah smo ploščo s transformanti vzeli iz inkubatorja, in shranili na sobni temperaturi. 
Nato smo s sterilnim zobotrebcem precepili po eno zraslo kolonijo v steklene epruvete s po 
10 mL LB gojišča z dodanim kloramfenikolom (Preglednica 2). Čez noč (18 ur) smo jih 
inkubirali na 37 °C, z 225 obrati na minuto. 
 
Produkcija rekombinantnih proteinov 
Po prekonočni inkubaciji smo vsebino epruvet (10 mL) prenesli v erlenmajerice z 0,5 L 
produkcijskega gojišča 2xYT (31 g/L), z dodanim kloramfenikolom. Predhodno smo 
sterilno vzorčili 1 mL produkcijskega gojišča 2xYT (Preglednica 4) za slepo kontrolo 
(»blank«) pri spremljanju optične gostote (OD), s katero smo spremljali rast celic. 
Erlenmajerice smo stresali pri 37 °C, 250 rpm, ter po 3 h rasti pomerili OD600, in spremljali 
rast na 20 minut. Ko je OD600 znašal 1,5, smo v erlenmajerico dodali 0,05 mL induktorja 
IPTG do končne koncentracije 0,1 mM, s čimer smo sprožili izražanje gena za pernizin in 
njegovo produkcijo. Erlenmajerice smo stresali čez noč (18 ur) na 20 °C pri 250 rpm. 
 
Izolacija rekombinantnega pernizina iz periplazme 
Pridobivanje periplazemske frakcije smo pričeli s centrifugiranjem celic na 3000 g, 20 
minut pri 4 °C. Supernatant smo odlili, sediment pa resuspendirali v 30 mL TSE pufra 
(Preglednica 6). Resuspendirane celice smo inkubirali na ledu 15 minut, z občasnim 
mešanjem. Sledilo je centrifugiranje (15 min na 4 °C, pri 4000 g) in resuspendiranje 
sedimenta v 30 mL ohlajenega 10 mM Tris-HCl pufra s pH 8,0. Celice smo nato inkubirali 
1 h na ledu, z občasnim mešanjem. Nato smo celice sedimentirali na 8000 g, 20 minut pri 4 
18 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
°C. Zbrali smo supernatant, mu dodali NaCl do končne koncentracije 300 mM in imidazol 
do 10 mM.  
 
Afinitetna kromatografija 
V plastično kolono smo dali 700 µL NiNTA agaroznih kroglic, shranjenih v etanolu. 
Kroglice smo sprali s 5 mL pufra za lizo in jih prenesli v periplazemsko frakcijo. 
Periplazemsko frakcijo skupaj z NiNTA matriksom smo mešali na magnetnem mešalu 60 
minut pri 4 °C. Vsebino smo nato naložili v plastično kolono. Sledilo je spiranje matriksa z 
9 mL pufra za lizo in s 15 mL Wash pufra. Vezane proteine smo eluirali s 4 mL pufra za 
elucijo. Protein smo dodatno očistili z dializo; hidrirano dializno črevo smo napolnili z 
raztopino proteina in dializirali proti 1000x volumnu 10 mM Tris pufra, s pH 8,0, na 
magnetnem mešalu, v hladilniku (4 °C) čez noč (18 ur). Naslednji dan smo zbrali dializiran 
protein, določili njegovo koncentracijo in ga shranili na -20 °C do uporabe.  
 
Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracijo pridobljenih proteinov smo določili spektrofotometrično z napravo 
Eppendorf BioSpectrometer. Absorbanco smo merili pri valobni dolžini 280 nm, kjer 
absorbirajo aromatski aminokislinski ostanki. Pufer v katerem je bil raztopljen protein, 
smo uporabili za slepo kontrolo. Koncentracijo proteinov smo izračunali po sledeči enačbi 
(Beer-Lambertov zakon): 
 
 A280 = c ∙  Ɛ 280 ∙ l                                                                                                 … (2) 
 
pri čemer A280 predstavlja absorbanco vzorca izmerjenega pri 280 nm, c koncentracijo 
proteina (mg/mL), Ɛ280 ekstinkcijski koeficient proteina pri 280 nm (L/mol·cm), l pa optično 
pot žarka (mm). 
 
3.2.7 Sedimentacijski test 
 
V suspenzijo 16,5 mM liposomov smo dodali pernizin (0,5 mg/mL), da smo dobili 
ustrezno molsko razmerje med lipidi in pernizinom, končni volumen reakcije pa je bil 40 
µL. Pri uporabi manjšega volumna liposomov, smo do končnega volumna reakcije 
dopolnili s pufrom TRIS (10 mM, pH 8,0). Mešanico v mikrocentrifugirki smo 60 minut 
inkubirali na sobni temperaturi oz. 60 °C ali 90 °C v termobloku. Po inkubaciji je sledilo 
centrifugiranje (24.000 g, 60 min, 20 °C). Ločili smo supernatant in sediment, ter ju 
posebej pripravili za SDS-PAGE elektroforezo. 
 
Pri dvakratnem spiranju sedimenta smo centrifugiranje po 30 minutah ustavili, odstranili 
supernatant (in ga shranili za elektroforezo), sedimentu dodali TRIS pufer (10 mM, pH 
8,0), ter še 30 minut centrifugirali. Po drugem centrifugiranju smo supernatant zavrgli.  
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Priprava sedimenta za elektroforezo 
Sediment smo za elektroforezo pripravili tako, da smo ga raztopili v 1x nalagalnem pufru 
(4x pufer smo redčili z 10 mM TRIS s pH 8,0, ter mu dodali PMSF in EDTA do končne 
koncentracije 1 mM). Pred nanosom na gel smo vzorce  5 minut segrevali na 100 °C. 
 
Priprava supernatanta za elektroforezo 
Supernatant smo pripravili za nanos na gel tako, da smo k 40 µL supernatanta dodali 4,5 
µL 100 % raztopine TCA. Mešanico smo zmešali z vibracijskim mešalnikom in pustili na 
ledu 15 minut. Nato smo jo 15 minut centrifugirali (13.500 g, 4 °C), odstranili supernatant, 
sediment pa resuspendirali v 200 µL ledeno mrzlega 100 % acetona. Mešanico smo 
ponovno centrifugirali (13.500 g, 15 minut, 4 °C), supernatant odlili, sediment pa posušili 
na zraku. Pred nanosom na gel, smo sediment raztopili v 4x nalagalnem pufru (z dodatkom 
PMSF in EDTA do 1 mM), in vzorce za 5 minut segreli pri 100 °C. 
 
3.2.8 SDS-PAGE elektroforeza 
 
Pripravili smo 12 % spodnji ločevalni gel in 4 % zgornji nalagalni gel. Takšno zamreženje 
smo izbrali glede na podatke o velikosti pernizina. Zmešali smo komponente za spodnji, 
ločevalni gel (Preglednica 7), jih vlili med stekelca, in počakali, da se je gel strdil. Nato 
smo pripravili mešanico za zgornji, nalagalni gel, ga vlili nad ločevalni gel, vstavili 
glavniček in počakali, da se je gel strdil. Po odstranitvi glavnička smo v nastale žepke 
nanesli naš vzorec. Elektroforeza je potekala na 180 V, 45 min, v 1x TSE pufru 
(Preglednica 6). Po končani elektroforezi, smo gel vzeli iz stekelca, ga spirali z dH2O 15 
minut, mu prilili barvilo Simply Blue, ter ga za 30 s postavili v mikrovalovno pečico, da 
smo pospešili obarvanje. Gel smo v barvilu inkubirali 1 h, nato smo barvilo odlili in gel 
sprali v dH2O. 
 
3.2.9 Azokazeinski test 
 
Azokazeinski test je kalorimetrična metoda za določanje proteolitične aktivnosti. Test, ki 
sta ga leta 1947 razvila Charney in Tomarelli, temelji na reakciji med substratom 
(azokazeinom) in encimom. V kolikor ima encim proteolitično aktivnost, se azokazein 
razgradi, barvilo iz azokazeina, ki je topno v triklorocetni kislini se sprosti, in daje značilno 
rdeče-oranžno barvo. Intenziteta barve v raztopini, katero merimo pri 440 nm, je funkcija 
količine razgrajenega azokazeina, saj se vsi preostali proteini denaturirajo po dodatku 
triklorocetne kisline. 
 
Za izvedbo azokazeinskega testa smo v mikrocentrifugirki zmešali pernizin (v različnih 
koncentracijah), 2 mM CaCl2, 10 µL 16,5 mM liposomov, ter do končnega volumna 
rekacije, ki je znašal 50 µL dopolnili z 10 mM TRIS pufrom. Mešanico smo 1 uro 
inkubirali v termobloku na 90 °C, s stresanjem na 1000 rpm. Sledilo je centrifugiranje na 
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24.000 g, pri 20 °C (60 minut oz. 2x30 min, pri 2x spiranju sedimenta), ločili smo 
sediment in supernatant, ter sedimentu odvzeti volumen supernatanta nadomestili s TRIS 
pufrom. Sedimentu in supernatantu smo dodali 62,5 µL 3 % azokazeina, in še 20 minut 
inkubirali na 90 °C. Po končani inkubaciji smo mešanici dodali 30 µL 15 % TCA in zmes 
za 10 minut prenesli na led. Sledilo je centrifugiranje (15.000 g, 10 min). Iz 
mikrocentrifugirke smo odvzeli 100 µL supernatanta, ga prenesli v mikrotitrsko ploščo, mu 
dodali 29 µL 5 M NaOH in mu pomerili absorbanco (A440). Za slepo kontrolo smo 
uporabili vzorec, kateremu smo že na začetku dodali TCA, še pred dodatkom azokazeina.  
Meritve absorbance vzorcev na mikrotitrski plošči smo izvedli z napravo Tecan Safire 2, 
podatke pa analizirali v programu Excel. Vrednostim meritev vzorcev smo odšteli 
vrednosti slepih vzorcev in izračunali povprečje vrednosti ponovitev.  
 
3.2.10 Fluorescenčna emisijska spektrometrija 
 
Za merjenje intrinzične fluorescence pernizina smo uporabili 2,2 µM pernizin in 220 µM 
SUV arheosome (razmerje 1/100). Do končnega volumna smo dopolnili s TRIS pufrom 
(10 mM, pH 8,0). Pripravili smo mešanico pufra in pernizina, ter mešanico pernizina, 
liposomov in pufra. Kot slepo kontrolo smo uporabili TRIS pufer. Komponente smo 
zmešali v mikrocentrifugirki in jih 1 h inkubirali na 25 °C oz.  na 90 °C, pri 1000 rpm. Po 
končani inkubaciji smo vzorce prenesli v UV kiveto in jim izmerili fluorescenco pri 25 °C 
in 90 °C. Vzorce smo ekscitirali s svetlobo valovne dolžine 280 nm, emisijo pa smo 
snemali v območju od 300 do 600 nm. Meritev smo izvajali pri 620 V. Hitrost snemanja 
fluorescence je bila 120 nm/min. Podatke smo izvozili v Excel, in vrednostim fluorescence 
odšteli vrednost fluorescence pufra (slepa kontrola). Določili smo valovno dolžino, pri 
kateri je bila intenziteta fluorescence najvišja, ter razmerje med intenziteto fluorescence pri 
valovnih dolžinah 330 nm in 350 nm.  
3.2.11 Merjenje fluorescenčne polarizacije s sondo difenilheksatrien  
 
V mešanico SUV iz arhejskih lipidov (100 µM) in pernizina (1 µM), smo dodali  
difenilheksatrien (DPH) (0,5 µM). Za negativno kontrolo smo uporabili mešanico 
liposomov in DPH sonde. Molsko razmerje med liposomi in pernizinom, je tako kot pri 
intrinzični fluorimetriji znašalo 100/1. Mešanice smo 1 h inkubirali na 25 °C oz. 90 °C v 
termobloku, pri 1000 rpm. Po končani inkubaciji smo vzorce prenesli v UV kiveto in jim 
izmerili fluorescenco v območju od 20 °C do 90 °C. Fluorescenčno sondo DPH smo 
ekscitirali z valovno dolžino 358 nm, merjenje emisije pa je potekalo pri 410 nm. 
Eksitacijski polarizator je bil orientiran vertikalno, emisijski pa tako vertikalno kot 
horizontalno. Iz podatkov o intenziteti fluorescence paralelne in pravokotne emisije je 
program izračunal anizotropijo (r). Dobljene podatke meritev smo izvozili v Excel, kjer 
smo jih analizirali. Rezultate smo podali kot fluorescenčno anizotropijo (r) DPH v odsotnosti 
ali prisotnosti pernizina.  
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3.2.12 Cirkularni dikroizem 
 
Uporabili smo 2,5 µM pernizin in 250 µM SUV iz arhejskih lipidov, ter CaCl2 v končni 
koncentraciji 2 mM. Do končnega volumna reakcije, ki je znašal 300 µL smo dopolnili s 
TRIS pufrom (10 mM, pH 8,0). TRIS pufer smo pred uporabo prefiltrirali z 0,2 µm 
filtrom. Posneli smo spekter TRIS pufra, liposomov v pufru, pernizina v pufru, mešanico 
pernizina in liposomov v pufru ter mešanico pernizina, liposomov in CaCl2 v pufru. 
Spekter smo snemali med 200 in 250 nm, pri 20, 60 in 90 °C. Hitrost snemanja smo 
nastavili na 20 nm/min. Podatke iz meritev smo uvozili v Excel, in jih analizirali. 
Dobljenim rezultatom smo odšteli vrednosti pufra (ozadje). Rezultate smo podali kot 
eliptičnost θ (mdeg). 
 
3.2.13 Cimogram  
 
Za cimogram smo pripravili gele kot za SDS-PAGE elektroforezo, s to razliko, da smo v 
spodnji (ločevalni) gel dodali še 0,2 % kazein. Iz erlenmajerice v kateri smo gojili arheje, 
smo s stene postrgali sloj, za katerega smo predvidevali, da bi lahko bil biofilm arhej A. 
pernix. Poleg sloja s stene erlenmajerice smo kot vzorec uporabili še gojišče arheje, kot 
negativno kontrolo pa smo uporabili gojišče kontrole (brez arhej). Vzorce smo zmešali z 
nalagalnim barvilom (4x), materialu iz stene erlenmajerice pa smo dodali še TRIS pufer 
(10 mM, pH 8,0). Vzorce smo nanesli na gel, in izvedli elektroforezo pri 120 V, 70 minut. 
Da bi preprečili razgradnjo proteina je elektroforeza potekala na ledu. Po končani 
elektroforezi smo gel 30 minut inkubirali v 2,5 % Triton X, ga sprali z dH2O, in ga v pufru  
(50 mM TRIS-HCl + 1 mM CaCl2,  pH 8,0) inkubirali 1 uro na 85 °C. Nato smo ga spirali 
z dH2O 10 minut, dodali Safe barvilo, ga postavili za 15 s v mikrovalovno pečico, in ga v 
barvilu inkubirali 1h. Barvilo smo nato odlili in gel sprali v dH2O. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 IZOLACIJA ARHEJSKIH LIPIDOV 
 
Čistost lipidov izoliranih iz A. pernix smo preverili s tankoplastno kromatografijo. Razvili 
sta se 2 lisi, ki predstavljata glikozilirane in neglikozilirane (AGI in AI) lipide arheje A. 
pernix (Ota in sod., 2012), drugih nečistoč pa ni prisotnih (Slika 5). Lisa, ki prikazuje AGI 
je dokaj razpotegnjena, kar je verjetno posledica previsoke koncentracije nanesenih 
lipidov.  
 
 
Slika 5: Tankoplastna kromatografija arhejskih lipidov 
4.2 MERJENJE VELIKOSTI IN ZETA POTENCIALA LIPOSOMOV 
 
Z napravo Zeta-sizer smo preverjali velikost in zeta potencial pripravljenih liposomov. 
Merili smo tako SUV kot MLV iz arhejskih lipidov ter primerjali vpliv dodatka holesterola 
in DPPC-ja (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoholin) na velikost in zeta potencial 
liposomov, saj je iz literature znano, da vrsta uporabljenih lipidov in njihova koncentracija 
vplivata na velikost in naboj liposomov (Magarkar in sod., 2014; Shaker in sod., 2017).  
 
Vsi SUV so po pričakovanjih manjši od MLV pripravljenih iz enakih lipidov (Preglednica 
10), torej lahko trdimo, da je bila sonikacija uspešna. Polidisperzni indeks (PI), ki pove, 
kako so si delci podobni po velikosti, je nižji pri vseh vrstah SUV, kar pomeni, da so ti bolj 
uniformni po velikosti. Lahko rečemo, da so suspenzije SUV monodisperzne. Nasprotno, 
je PI MLV zelo visok, kar pomeni, da so ti vezikli po svoji velikosti zelo raznoliki, 
heterogeni. Razlike v velikosti MLV izhajajo iz načina priprave liposomov. Vrednost PI je 
povezana tudi z agregacijo delcev; višja kot je ta vrednost, bolj so delci nagnjeni k 
agregaciji (Clayton in sod., 2016), zato lahko trdimo, da so pripravljeni SUV bolj stabilni 
kakor MLV. 
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Velikost in zeta potencial SUV iz arhejskih lipidov sta skladna s podatki iz literature, 
velikost MLV iz arhejskih lipidov pa je večja kot v literaturi. Liposomi sestavljeni samo iz 
DPPC lipidov so večji kot liposomi iz arhejskih lipidov, kar je že znano iz literature 
(Gmajner in sod., 2011). 
MLV imajo v primerjavi s SUV pripravljenimi iz istih lipidov bolj negativen zeta 
potencial. Arheosomi z dodatkom holesterola, so po svojem zeta potencialu zelo podobni 
čistim arheosomom, medtem ko imajo arheosomi z dodatkom DPPC-ja bolj negativen zeta 
potencial.  
Preglednica 10: Velikost, zeta potencial ter polidisperzni indeks pripravljenih liposomov 
Vrsta liposomov Velikost (nm) Zeta potencial (mV) PI 
Arheosomi, SUV  50 ± 30 -31 ± 16 0,23 
Arheosomi, MLV  1130 ± 320 -52 ± 45 0,94 
DPPC, SUV 109 ± 70 2 ± 4 0,21 
DPPC, MLV 3870 ± 1100 2 ± 3 0,3 
Arhejski/holesterol (80/20), SUV  65 ± 35 -30 ± 12 0,24 
Arhejski/holesterol (80/20), MLV  950 ± 330 -58 ± 17 0,85 
Arhejski/DPPC (95/5), MLV   760 ± 200 -80 ± 11 0,62 
4.3 SEDIMENTACIJSKI TEST 
 
Interakcije pernizina z lipidnimi membranami smo na začetku preverili s sedimentacijskim 
testom, saj je njegova izvedba dokaj enostavna, količina uporabljenega proteina in 
liposomov pa je majhna. Sprva smo preverili obnašanje pernizina in liposomov med 
sedimentacijskim testom z ločeno inkubacijo liposomov ter pernizina, kar je predstavljalo 
negativno kontrolo. Vpliv temperature na obnašanje pernizina in liposomov smo preverili 
tako, da smo eno skupino vzorcev inkubirali 1 h na 25 °C, drugo pa na 90 °C. Uporabili 
smo MLV pripravljene iz arhejskih lipidov z dodanim DPPC-jem (razmerje lipidov 95/5). 
Po centrifugiranju smo sediment in supernatant ločeno nanesli na gel in izvedli 
elektroforezo.  
 
Elektroforetska analiza je pokazala, da se liposomi med postopkom centrifugiranja 
posedejo, in so po pričakovanjih prisotni samo v sedimentu (Slika 6, Slika 7). Temperatura 
inkubacije ne vpliva na rezultat liposomov na gelu. Lisa, ki predstavlja liposome je 
postavljena nizko, in ne ovira odčitavanja rezultatov vezave. 
 
Pernizin smo pričakovali samo v supernatantu, vendar so šibke elektroforetske črte vidne 
tudi pri sedimentu (Slika 6, Slika 7). Predvidevamo, da je prisotnost teh črt posledica 
napak pri ločevanju sedimenta in supernatanta, pri čemer supernatanta nismo v celoti ločili 
od sedimenta, lahko pa je to posledica obarjanja pernizina. 
24 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Pernizin se tako kot večina subtilitaz sintetitizira kot neaktivni prokurzor, ki vsebuje 
signalno sekvenco (prvih 24 aminokislinskih ostankov, AKO). Signalni sekvenci na N-
koncu do 92 AKO sledi proregija. Z izpostavitvijo pernizina višjim temperaturam, se 
prične avtokatalitični odcep proregije z N-konca, s čimer se pernizin aktivira. Temu 
procesu pravimo termalno zorenje. Aktivacija rekombinantnega pernizina poteka 
optimalno pri enourni inkubaciji na 90 °C (Šnajder in sod., 2015).  
 
Pernizin je po elektroforezi na gelu prisoten v več elektroforetskih črtah (Slika 6, Slika 7), 
ki ustrezajo različnim oblikam pernizina (neprocesiran pernizin s His oznako, pernizin s 
proregijo, zrel protein z avtokatalitično odcepljeno proregijo, in manjše oblike pernizina, ki 
so lahko posledica nadaljnje avtokatalitične cepitve, zaradi visokih koncentracij encima v 
vzorcu). Lise z molekulsko maso manjšo od ~ 27 kDa, lahko pripišemo raznim nečistočam 
(Šnajder in sod., 2012 in 2015). Proteolitične aktivnosti posameznih oblik pernizina nismo 
preverjali.  
 
Dodatno smo kot referenco vezave proteinov na liposome uporabili goveji serumski 
albumin (ang. bovine serum albumin, BSA). BSA je protein z izoelektrično točko pI 4,7. 
Reakcija z liposomi je potekala v pufru s pH vrednostjo 8,0, kjer ima BSA negativen 
naboj. MLV iz mešanice arhejskih lipidov in DPPC-ja (razmerje 95/5) so po podatkih 
pridobljenih iz Zeta sizer-ja negativno nabiti (Preglednica 10), zato vezave med liposomi 
in BSA proteinom nismo pričakovali. Kljub temu, je BSA protein prisoten tako v 
supernatantu, kot v sedimentu, kjer so liposomi (Slika 6, Slika 7). Vezava BSA proteina na 
liposome je neodvisna od temperature inkubacije. Ker imajo BSA in liposomi negativen 
naboj, predvidevamo, da med liposomi in BSA ni prišlo do elektrostatske interakcije. 
Morda je med BSA in liposomi prišlo do hidrofobnih povezav (Sweet in Zull, 1970).  
 
Slika 6: SDS-PAGE analiza sedimenta in supernatanta ločene inkubacije pernizina in liposomov (MLV 
arhejski/DPPC, 95/5), ki predstavljata negativno kontrolo ter liposomov z BSA, po izvedenem 
sedimentacijskem testu. Inkubacija je potekala pri 25 °C. Oznake: pernizin (p), liposomi (a+d), proteinska 
velikostna lestvica (L) v kDa.  
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Slika 7: SDS-PAGE analiza sedimenta in supernatanta ločene inkubacije liposomov (MLV arhejski/DPPC, 
95/5) in pernizina, ki predstavljata negativno kontrolo ter liposomov z BSA po sedimentacijskem testu. 
Inkubacija je potekala pri 90 °C. Oznake: pernizin (p), liposomi (a+d), proteinska velikostna lestvica (M) v 
kDa.  
4.3.1 Vezava pernizina na liposome iz arhejskih lipidov  
 
Vezavo pernizina na lipidne membrane smo najprej preverili z uporabo liposomov iz 
arhejskih lipidov, s čimer smo želeli posnemati zgradbo celične membrane arheje A. pernix 
in s tem naravno okolje pernizina. Pri sedimentacijskem testu smo preverjali vpliv večih 
spremenljivk na vezavo pernizina; vpliv velikosti liposomov (uporabili smo SUV in 
MLV), vpliv koncentracije liposomov (uporabili smo 10 in 20 µL liposomov) ter vpliv 
števila spiranj sedimenta na vezavo pernizina. Inkubacija pernizina in liposomov je 
potekala pri 90 °C, saj večjih razlik v primerjavi z inkubacijo na 25 °C nismo opazili (Slika 
6, Slika 7), znano pa je, da je za optimalno aktivacijo pernizina potrebna enourna 
inkubacija na 90 °C (Šnajder in sod., 2015).  
 
Analiza gela po SDS-PAGE elektroforezi je pokazala, da vezave med SUV iz arhejskih 
lipidov in pernizinom ne moremo potrditi, saj je elektroforetska črta, ki predstavlja 
pernizin prisotna tako v supernatantu kot v sedimentu (Slika 8). Število spiranj sedimenta 
ne vpliva na vezavo, manjše razlike pa se pojavijo pri uporabi različnih količin liposomov. 
Pri uporabi 20 µL liposomov je pernizin prisoten samo v supernatantu, kar kaže na to, da 
se ni vezal na liposome. Pri uporabi 10 µL liposomov je pernizin prisoten v supernatantu in 
sedimentu, kar bi lahko kazalo na delno vezavo pernizina na SUV iz arhejskih lipidov.  
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Slika 8: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) mešanice SUV iz arhejskih lipidov in pernizina 
po sedimentacijskem testu, z uporabo 10 oz. 20 µL liposomov in 1x ali 2x spiranjem sedimenta. L - 
proteinska velikostna lestvica v kDa. 
Tudi pri uporabi MLV iz arhejskih lipidov ne moremo potrditi, da se je pernizin vezal na 
liposome. Uporabljena količina liposomov ni vplivala na rezultat vezave, razlike pa so 
vidne pri različnem številu spiranj sedimenta (Slika 9). Pri 1x spiranju sedimenta je 
pernizin prisoten v supernatantu in v sedimentu (pri uporabi 10 in 20 µL liposomov), kar 
kaže na delno (šibko) vezavo pernizina na MLV arheosome. Pri 2x spiranju sedimenta, pa 
je pernizin pristen samo v supernatantu, kar potrjuje odsotnost povezav med pernizinom in 
arheosomi.  
 
Slika 9: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) mešanice MLV iz arhejskih lipidov in 
pernizina po sedimentacijskem testu, z uporabo 10 in 20 µL liposomov in 1x ali 2x spiranjem sedimenta. 
 
4.3.2 Vpliv NaCl na vezavo pernizina na liposome iz arhejskih lipidov 
 
Predvidevali smo, da bi bila nakazana delna vezava med arheosomi in pernizinom pri 
sedimentacijskem testu (Slika 8) lahko posledica elektrostatske privlačnosti med njima. Da 
bi preverili ali to drži, smo izvedli sedimentacijski test s pernizinom in arheosomi različne 
velikosti z dodatkom 10 mM NaCl, saj soli v vodi razpadejo na ione, in destabilizirajo 
elektrostatske interakcije.  
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Dodatek soli vezave med pernizinom in SUV iz arhejskih lipidov pričakovano ne spremeni 
v primeru uporabe 20 µL liposomov (1x spiranje sedimenta), razlika pa je vidna pri 
uporabi 10 µL liposomov, kjer je pernizin prisoten samo v supernatantu (Slika 10), v 
primeru sedimentacijskega testa brez dodane soli, pa je bil prisoten tudi v sedimentu.  
 
Slika 10: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) mešanice SUV iz arhejskih lipidov in 
pernizina ter liposomov in BSA proteina, po sedimentacijskem testu z uporabo 10 oz. 20  µL liposomov in 1x 
ali 2x spiranjem sedimenta v prisotnosti 10 mM NaCl. 
Pri uporabi MLV iz arhejskih lipidov dodatek soli ne vpliva na rezultat vezave pri uporabi 
10 µL liposomov, saj je pernizin pri uporabi 10 µL liposomov (1x spiranje) še vedno 
prisoten tako v supernatantu kot v sedimentu (Slika 11). Elektroforetske črte pernizina v 
sedimentu (10, 1x) so manj intenzivne, kar kaže na manjšo količino prisotnega pernizina, 
kot pri sedimentacijskem testu brez uporabe soli (Slika 9). Večja razlika je opazna pri 
uporabi 20 µL liposomov, kjer je pernizin po dodatku soli prisoten samo v supernatantu in 
ne več v v sedimentu kot pri sedimentacijskem testu brez soli.  
 
Slika 11: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) mešanice MLV iz arhejskih lipidov in 
pernizina ter liposomov in BSA proteina, po sedimentacijskem testu z uporabo 10 oz. 20  µL liposomov in 1x 
ali 2x spiranjem sedimenta v prisotnosti 10 mM NaCl. 
V kolikor bi med pernizinom in liposomi iz arhejskih lipidov obstajala elektrostatska 
povezava bi pričakovali, da bo pernizin po dodatku soli prisoten samo v supernatantu. Ker 
je še vedno prisoten v sedimentu pri uporabi MLV liposomov (10 µL, 1x spiranje), ne 
moremo trditi, da  med njima obstaja elektrostatska povezava.  
 
Za primerjavo smo izvedli še sedimentacijski test med arheosomi in BSA proteinom (Slika 
10, Slika 11). Ta je v nasprotju s pernizinom tudi po dodatku soli prisoten tako v 
supernatantu kot v sedimentu, kar kaže na to, da najverjetneje obstaja neka hidrofobna 
povezava med arheosomi in BSA proteinom.  
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4.3.3 Vezava pernizina na liposome iz arhejskih lipidov in DPPC-ja ter arhejskih    
 lipidov in holesterola 
 
Uporaba čistih arheosomov ni potrdila hipoteze, ki smo si jo zastavili v začetku naloge, 
zato smo želeli preveriti, ali dodatek drugih lipidov vpliva na vezavo perinizna na 
liposome. Pripravili smo MLV iz arhejskih lipidov in DPPC-ja (razmerje 95/5) in MLV iz 
arhejskih lipidov in holesterola (80/20). Dodatek holesterola v liposomih poveča fluidnost 
membrane, zmanjša permeabilnost membrane za v vodi topne molekule in stabilizira 
membrano v prisotnosti bioloških tekočin (du Plessis in sod., 1996). Poleg tega dodatek 
holesterola arheosome še dodatno termalno stabilizira, visoka vsebnost holesterola v 
liposomih pa lahko vpliva na vezavo proteina (Rezelj in sod., 2018). Holesterol, ki ni 
naravno prisoten v celični membrani arheje, lahko tvori lipidne rafte, to so s holesterolom 
bogate mikrodomene v celični membrani. Lipidni rafti so strukturno bolj urejeni od okolice 
in so lahko mesta specifične vezave za proteine (Lucero in Robbins, 2004). 
 
Med pernizinom in liposomi iz arhejskih lipidov ter holesterola (80/20) ni prišlo do vezave 
(Slika 12). Opazne so manjše razlike med 1 in 2x spiranjem sedimenta; pri prvih je 
pernizin prisoten tudi v sedimentu (tu so elektroforetske črte manj intenzivne kot v 
supernatantu), pri drugih pa le v supernatantu. 
 
 
Slika 12: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) MLV iz arhejskih lipidov z dodatkom 
holesterola (80/20) in pernizina z uporabo uporabo 10 ali 20  µL liposomov in 1x ali 2x spiranjem sedimenta 
po sedimentacijskem testu. L- proteinska velikostna lestvica v kDa.  
Pri uporabi liposomov iz arhejskih lipidov z dodatkom DPPC-ja smo spremenili čas 
skupne inkubacije pred centrifugiranjem pri sedimentacijskem testu; en vzorec smo 
inkubirali 30 minut, drug pa (kot predhodne) 60 minut na 90 °C. Iz slike 13 lahko vidimo, 
da ni prišlo do vezave med pernizinom in liposomi, saj je elektrofortska črta, ki predstavlja 
pernizin prisotna v supernatantu. Med 1x in 2x spiranjem sedimenta ni vidne razlike, čas 
inkubacije (30 ali 60 minut) prav tako ne vpliva na rezultate vezave. 
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Slika 13: SDS-PAGE analiza sedimenta (p) in supernatanta (s) mešanice pernizina in MLV liposomov iz 
arhejskih lipidov z dodatkom DPPC-ja (95/5) z uporabo 20  µL liposomov in 1x ali 2x spiranjem sedimenta 
po 30 ali 60 minutni inkubaciji na 90 °C. L- proteinska velikostna lestvica v kDa.  
Iz rezultatov sedimentacijskega testa lahko zaključimo, da se pernizin ne veže z liposomi iz 
arhejskih lipidov, ki predstavljajo lipidno membrano arheje A. pernix. Količina in velikost 
uporabljenih liposomov ne vplivata na rezultate vezave. Izvedeni in vitro testi so samo 
približek naravnih sistemov, katerih ne moremo v celoti popolnoma poustvariti. Čeprav bi 
spremembe v vezavi pernizina na arheosome pri določenih pogojih po dodatku NaCl lahko 
kazale na prisotnost elektrostatskih povezav med pernizinom in arhejskimi lipidnimi 
membranami, šibke elektrostatske povezave v naravnem okolju arheje A. pernix ne bi bile 
mogoče. Življenjski prostor arheje je morje, kjer je koncentracija soli veliko višja, zato 
take povezave ne bi bile mogoče oz. ne bi mogle zadržati pernizina na površini membrane. 
Pernizin se prav tako ne veže na liposome pripravljene iz mešanice arhejskih lipidov in 
DPPC-ja ter holesterola. Vezavo pernizina smo preverili še z drugimi metodami, 
osredotočili pa smo se na uporabo liposomov sestavljenih samo iz arhejskih lipidov.   
 
4.4 AZOKAZEINSKI TEST  
 
Azokazeinski test temelji na uporabi azokazeina, ki se ob prisotnosti aktivnega pernizina 
razgradi, pri čemer se sprosti barvilo. Po centrifugiranju sproščeno barvilo ostane v 
supernatantu, kateremu merimo absorbanco (Charney in Tomarelli, 1947).  
 
Na začetku smo preverili delovanje pernizina in ugotavljali, katera koncentracija pernizina 
je najugodnejša za azokazeinski test, saj lahko previsoka koncentracija pernizina vodi k 
njegovemu avtokatalitičnemu razkroju (Šnajder in sod., 2012). Pri določanju optimalne 
koncentracije pernizina za azokazeinski test, smo po inkubaciji pernizina na 90 °C  
izpustili korak centrifugiranja in ločitve supernatanta ter sedimenta ter takoj nadaljevali z 
dodatkom azokazeina in naprej postopali kot je že opisano (glej poglavje 3.2.9). Uporabili 
smo 3 µM, 0,5 µM in 0,1 µM pernizin. Odločili smo se, da bomo za azokazeinski test 
uporabljali 0,1 µM pernizin, saj so bile pri višjih koncentracijah pernizina absorbance zelo 
nizke oz. enake nič (rezultati niso prikazani), kar kaže na to, da pri višjih koncentracijah 
pernizin ni aktiven, to pa je najverjetneje posledica avtokatalitičnega razkroja pernizina.   
30 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Liposome iz arhejskih lipidov smo inkubirali skupaj z 0,1 µM pernizinom, mešanico 
centrifugirali in ločili sediment (v katerem so bili liposomi) od supernatanta. Obema smo 
dodali azokazein in jima pomerili absorbanco, da bi določili kje se nahaja pernizin, iz tega 
pa smo dobili podatke o vezavi pernizina na liposome. Uporabili smo SUV in MLV 
arheosome, v različnih količinah (5 in 10 µL). 
 
Vrednost absorbance supernatanta mešanice pernizina ter SUV oz. MLV iz arhejskih 
lipidov v obeh uporabljenih količinah (5 in 10 µL) je visoka (Slika 14), kar kaže na 
prisotnost in delovanje pernizina v supernatantu. Absorbanca sedimenta pri uporabi 10 µL 
SUV in MLV je enaka nič, kar kaže na odsotnost pernizina v sedimentu. Ker se liposomi 
ob centrifugiranju posedejo in ostanejo v sedimentu, lahko sklepamo, da ni prišlo do 
vezave med arheosomi in pernizinom. Zanemarljivo majhno absorbanco sedimenta smo 
opazili pri uporabi 5 µL MLV, kar je lahko posledica napak pri delu. Pri uporabi 5 µL 
SUV, je absorbanca sedimenta 1,3 kar kaže na prisotnost pernizina v sedimentu, kjer so 
liposomi in s tem na vezavo pernizina na liposome. Absorbanca supernatanta (3,6) pri 
uporabi 5 µL SUV je veliko višja kot absorbanca sedimenta pri enaki količini SUV, zato 
lahko sklepamo, da je večji del pernizina nevezan, in je le manjši del pernizina vezan na 
liposome. Rezultati azokazeinskega testa so v skladu z rezultati sedimentacijskega testa, ki 
so pokazali, da se pernizin ne veže na SUV in MLV iz arhejskih lipidov, oz. da je vezava v 
nekaterih primerih delna.  
 
Slika 14: Absorbanca sedimenta in supernatanta mešanice 0,1 µM pernizina in 5 ali 10 µL SUV ter MLV iz 
arhejskih lipidov s prikazanim standardnim odklonom. 
4.5 FLUORESCENČNA EMISIJSKA SPEKTROMETRIJA 
 
V nativni konformaciji pernizina se trije triptofani nahajajo na površini, štiri pa v 
notranjosti proteina (Šnajder, 2013). Fluorescenca triptofana je odvisna od okolja, v 
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katerem se nahaja triptofan. Če je ta v nepolarnem okolju (npr. v notranjosti proteina) je 
valovna dolžina, pri kateri je intenziteta fluorescence najvišja (λmax) približno enaka 330 
nm. Triptofani, pri katerih je λmax več kot ~330 nm, so v bolj polarnem okolju, kar skoraj 
vedno vključuje izpostavljenost topilu. Triptofan v celoti izpostavljen vodnemu okolju ima 
λmax pri 350 nm (npr. glukagon) (Vivian in Callis, 2001). Razmerje med intenziteto 
fluorescence pri 350 in 330 nm lahko uporabljamo za spremljanje zvitja in razvitja proteina 
oziroma sprememb v njegovi konfiguraciji. Ob denaturaciji oz. razvitju proteina razmerje 
intenzitet 350/330 nm naraste (Prometheus …, 2015). 
 
Intenziteto fluorescence pernizina smo merili po inkubaciji pernizina v prisotnosti ali 
odsotnosti SUV iz arhejskih lipidov po inkubaciji na 25 in 90 °C, da bi preverili vpliv 
temperature na vezavo pernizina. Meritev je potekala pri 25 in 90 °C. 
 
Inkubacija na 90 °C 
 
 
Slika 15: Intenziteta fluorescence pernizina ter pernizina s SUV iz arhejskih lipidov (razmerje med 
pernizinom in liposomi: 1/100 mol/mol) v območju od 300 do 600 nm, po inkubaciji na 90 °C. Meritev je 
potekala pri 25 in 90 °C. 
Temperatura meritve vpliva na intenziteto emisijskega fluorescenčnega spektra (Slika 15). 
Intenziteta fluorescence je višja pri meritvi pri 25 °C kot pri meritvi na 90 °C, kar je 
verjetno posledica ne-emisijskih pojavov, ki so posledica trkov med molekulami pri 
visokih temperaturah (Lakowicz, 1999).  
Fluorescenčni emisijski spekter pernizina in liposomov po inkubaciji na 90 °C, je podoben 
spektru samega pernizina (Slika 15). Pri meritvi na 25 °C je valovna dolžina pernizina pri 
kateri je intenziteta fluorescence najvišja enaka 330 nm, ob dodatku liposomov pa je λmax 
334 nm (Slika 16). Pri merjenju na 90 °C je λmax pernizina 324 nm, v prisotnosti liposomov 
pa 323 nm. Razmerje med intenziteto fluorescence pri 350 in 330 nm se večinoma ohranja. 
Majhne spremembe v maksimalni emisijski valovni dolžini in dokaj nespremenjeno 
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razmerje intenzitet 350/330 nm, kažejo na minimalne spremembe v strukturi pernizina. 
Tako majhne razlike so neznačilne za hidrofobne interakcije, kar kaže na to, da se pernizin 
ne vgrajuje v lipidno membrano. 
 
 
Slika 16: Maksimalna emisijska valovna dolžina in razmerje intenzitet fluorescence pri valovni dolžini 
350/330 nm za pernizin in mešanico pernizina ter SUV iz arhejskih lipidov po inkubaciji na 90 °C. Meritev je 
potekala pri 25 in 90 °C. 
Pri inkubaciji na 25 °C in 90 °C opazimo pojav vrhov z visoko intenziteto fluorescence pri 
valovni dolžini ~ 560 nm (Slika 15, Slika 17). Signal fluorescence pri dvakratniku valovne 
dolžine ekscitacije je posledica sipanja svetlobe na večjih delcih npr. proteinskih agregatih 
(Lakowicz, 1999). Proteinski agregati so lahko posledica raznih proteinskih nečistoč in 
razgradnih produktov pernizina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
33 
Gregorič K. Interakcije rekombinantnega pernizina z lipidnimi membranami.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
 
Inkubacija na 25 °C 
 
 
Slika 17: Intenziteta fluorescence pernizina ter pernizina s SUV iz arhejskih lipidov (razmerje med 
pernizinom in liposomi: 1/100 mol/mol) v območju od 300 do 600 nm, po inkubaciji na 25 °C. Meritev je 
potekala pri 25 in 90 °C. 
Pri inkubaciji pernizina in liposomov na 25 °C je intenziteta fluorescence pernizina v 
prisotnosti in odsotnosti liposomov dokaj podobna. λmax pernizina pri meritvi na 25 °C 
znaša 329 nm, in ostane nespremenjena tudi ob dodatku liposomov (Slika 18). Razmerje 
intenzitet se malce spremeni. Pri meritvi na 90 °C, je λmax pernizina 325 nm, in ostaja 
enaka tudi ob dodatku liposomov. Razmerje intenzitet 350/330 se malenkost spremeni. Ker 
so λmax pernizina v prisotnosti in odsotnosti liposomov enake, razmerje 350/330 nm pa se 
le malenkost spremeni, lahko sklepamo, da se struktura pernizina ob dodatku liposomov ne 
spremeni, kar kaže na to, da se pernizin ne veže na liposome. Temperatura inkubacije 
pernizina in liposomov ne vpliva na rezultate vezave. 
 
 Rezultati pridobljeni z merjenjem fluorescence pernizina se skladajo z rezultati 
sedimentacijskega in azokazeinskega testa, ki pri katerih nismo ugotovili vezave pernizina 
na arheosome. 
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Slika 18: Maksimalna emisijska valovna dolžina in razmerje intenzitet fluorescence pri valovni dolžini 
350/330 nm, za pernizin in mešanico pernizina ter SUV iz arhejskih lipidov po inkubaciji na 25 °C. Meritev 
je potekala pri 25 in 90 °C. 
4.6 POLARIZACIJA S SONDO DIFENILHEKSATRIEN 
 
Polarizacija s sondo se uporablja, da preverimo, ali je prišlo do vgraditve proteina v lipidni 
dvosloj. S to metodo smo želeli potrditi, da med pernizinom in arheosomi ni hidrofobnih 
povezav.  
 
Anizotropijo smo merili SUV iz arhejskih lipidov z dodano sondo DPH v prisotnosti in 
odsotnosti pernizina, po inkubaciji na 25 in 90 °C. Meritev je potekala v območju od 20 do 
90 °C. Anizotropija liposomov po inkubaciji na 25° C je dokaj nizka, in se v prisotnosti 
pernizina ne spremeni veliko; do manjšega odklona pride samo pri višjih temperaturah 
meritve (Slika 19). Nižanje anizotropije z višanjem temperature meritve, je lahko posledica 
faznega prehoda membrane, ki pri višjih temperaturah prehaja iz gelske faze v bolj fluidno 
stanje (Ottova in Tien, 2005). Iz tega lahko sklepamo, da se pernizin ne vgrajuje v 
hidrofobno sredico lipidnega dvosloja, torej med pernizinom in arheosomi ni hidrofobnih 
povezav. Po inkubaciji na 90 °C je bilo sipanje svetlobe na delcih zelo veliko, zaradi česar 
so rezultati neuporabni in niso prikazani.  
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Slika 19: Anizotropija SUV iz arhejskih lipidov in mešanice liposomov s pernizinom, po inkubaciji na 25 °C, 
v odvisnosti od temperature 
4.7 CIRKULARNI DIKROIZEM 
 
Meritve CD spektrov pernizina smo izvedli pri 3 različnih temperaturah: 20, 60, 90 °C. CD 
spekter pernizina smo posneli v prisotnosti in odsotnosti SUV iz arhejskih lipidov. Poleg 
vpliva temperature smo preverjali še vpliv kalcija na CD spekter pernizina.  
 
Pri meritvi na 20 °C (Slika 20), se spekter pernizina v odsotnosti in prisotnosti SUV iz 
arhejskih lipidov ne razlikuje bistveno. Majhne razlike kažejo na minimalne spremembe 
sekundarne strukture pernizina, te pa so premajhne, da bi kazale na vgraditev pernizina v 
lipidni dvosloj. Dodatek kalcija spremeni spekter predvsem pri valovni dolžini okoli 200 
do 205 nm, kjer je vrednost eliptičnosti bolj pozitivna v primerjavi s pernizinom brez 
dodanega kalcija. To nakazuje, da vezava Ca2+ povzroči spremembe v sekundarni strukturi 
pernizina, vendar je ta sprememba neodvisna od dodatka liposomov.  
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Slika 20: CD spekter pernizina (per) pri 20 °C v prisotnosti ali odsotnosti SUV iz arhejskih lipidov, ter z in 
brez dodanega kalcija (Ca). Spekter smo posneli v območju od 200 do 250 nm, v 10 mM TRIS pufru, pH 8,0. 
 
Rezultati so podobni tudi pri meritvi na 60 in 90 °C (Slika 21, Slika 22). Spekter pernizina 
v prisotnosti in odsotnosti liposomov je približno enak, ni večjih opaznih razlik. Majhne 
razlike kažejo na minimalno spremembo strukture pernizina, katere so bolj značilne za 
elektrostatske interakcije in ne za hidrofobne povezave. Dodatek kalcija tudi pri meritvi na 
60 in 90 °C vpliva na sekundarno strukturo pernizina, vendar so te spremembe neodvisne 
od dodatka liposomov.  
 
 
Slika 21: CD spekter pernizina (per) pri 60 °C v prisotnosti ali odsotnosti SUV iz arhejskih lipidov, ter z in 
brez dodanega kalcija (Ca). Spekter smo posneli v območju od 200 do 250 nm, v 10 mM TRIS pufru, pH 8,0 
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Slika 22: CD spekter pernizina (per) pri 90 °C v prisotnosti ali odsotnosti SUV iz arhejskih lipidov, ter z in 
brez dodanega kalcija (Ca). Spekter smo posneli v območju od 200 do 250 nm, v 10 mM TRIS pufru, pH 8,0. 
4.8 CIMOGRAM 
 
Iz rezultatov sedimentacijskega testa in azokazeinskega testa smo ugotovili, da se pernizin 
ne veže na arheosome, oz. da je v nekaterih primerih prisotna delna šibka elektrostatska 
povezava med arheosomi in pernizinom. Nakazane šibke elektrostatske povezave so 
prekinjene z dodatkom nizke koncentracije soli (10 mM NaCl), zato te najverjetneje v 
naravnem okolju arheje ne zadostujejo, da bi pernizin zadržale na površini celične 
membrane arheje. S fluorescenčno emisijsko spektrometrijo in cirkularnim dikroizmom 
smo ugotovili, da se sekundarna struktura pernizina ob dodatku liposomov le malenkost 
spremeni, kar je neznačilno za hidrofobne povezave. Odsotnost hidrofodnih povezav smo 
pokazali s polarizacijo s sondo DPH. Iz rezultatov vseh uporabljenih metod smo zaključili, 
da je pernizin v naravnem okolju arheje prost encim. Ker so prosti encimi značilni za 
biofilme, smo preverili, ali arheje A. pernix tvorijo biofilme, saj obstajajo dokazi, da lahko 
tudi arheje v podvodnih hidrotermalnih vrelcih tvorijo biofilme (van Wolferen in sod., 
2018).  
 
Že med gojenjem arhejskih celic A. pernix smo po končani kultivaciji na stenah 
erlenmajeric opazili nekakšen moten sloj, za katerega smo predvidevali, da bi lahko bil 
biofilm. To domnevo smo preverili s cimogramom. Cimogram je elektroforetska tehnika, 
ki se uporablja za detekcijo prisotnosti določenega encima. Temelji na uporabi za ta encim 
specifičnega substrata. V gelu s prisotnim substratom je območje delovanja encima vidno 
kot svetla elektroforetska črta, na temno obarvanem ozadju.  
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Slika 23: Erlenmajerici v katerih smo gojili arheje z označenimi območji (1,2) odvzema vzorcev za cimogram 
Za cimogram smo uporabili vzorec gojišča kontrole (brez arhej), vzorec gojišča z arhejami, 
ter dva vzorca s sten erlenmajerice, v kateri smo gojili arheje (Slika 23), za katere smo 
predvidevali, da bi lahko bili biofilmi. Strukturi sloja iz območja za vzorec številka 1 in 2 
sta se med seboj razlikovali. Območje vzorca številka 2 je bilo bolj motno kot območje 
vzorca številka 1.  
 
 
Slika 24: Cimogram vzorcev gojišča kontrole, gojišča z arhejami ter vzorcev s sten erlenmajerice, v katerih smo gojili 
arheje (1, 2). L- proteinska velikostna lestvica v kDa. 
Iz slike gela lahko vidimo, da v gojišču kontrole po pričakovanjih ni prisotnega nobenega 
območja delovanja encima (Slika 24). Tudi v vzorcu gojišča arhej ni prišlo do razgradnje 
substrata, kar kaže na odsotnost proteaz v tem vzorcu. V vzorcu 1 s stene erlenmajerice 
prav tako ni bilo nobenega območja razbarvanja. Pri vzorcu 2 s stene erlenmajerice, v 
kateri smo gojili arheje, je vidno območje razgradnje substrata (območje razbarvanja) na 
mestu z molekulsko maso malo pod 70 kDa, ter pri ~36 kDa.  
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Prisotnost mest razgradnje kaže na to, da je v sloju s stene erlenmajerice prisotna proteaza. 
Območje razgradnje substrata na mestu encima z molekulsko maso okoli 36 kDa pripada 
zrelemu pernizinu (Catara in sod., 2003; Šnajder in sod., 2015). Območje razgradnje na 
mestu z molekulsko maso malo pod 70 kDa je lahko posledica razgradnje substrata z drugo 
zunajcelično proteazo, ki je ravno tako prisotna v arheji A. pernix (Palmieri in sod., 2009). 
Razgradnja substrata na mestu, ki pripada pernizinu kaže na to, da lahko arheje A. pernix 
tvorijo biofilme, v katerem se pernizin nahaja kot prost encim.  
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5 SKLEPI 
 
• Iz celokupnih lipidov arheje A. pernix smo izolirali AI in AGI lipide, ki 
prevladujejo v celični membrani arheje. 
 
• Rekombinanten pernizin smo uspešno proizvedli z uporabo bakterije E. Coli, sev 
BL21 (DE3), in ga izolirali iz periplazme za nadaljnje poskuse.  
 
• Pripravili smo SUV in MLV iz arhejskih lipidov, ter liposome iz mešanice 
arhejskih lipidov z dodatkom holesterola (80/20) in DPPC-ja (95/5). Sonikacija 
MLV liposomov za pridobitev SUV liposomov je bila uspešna.  
 
• S sedimentacijskim testom, smo pokazali, da v določenih primerih obstaja šibka 
elektrostatska povezava med pernizinom in SUV ter MLV arheosomi, ki je 
prekinjena z dodatkom nizke koncentracije soli. Predvidevamo, da v naravnem 
okolju arheje A. pernix ta povezava ni dovolj močna, da bi pernizin obdržala na 
površju celične membrane. Pernizin se ne veže na arheosome z dodatkom 
holesterola in DPPC lipidov.  
 
• S fluorescenčno emisijsko spektroskopijo in CD-spektropolarimetrijo smo pokazali, 
da ima dodatek arheosomov minimalen vpliv na sekundarno strukturo pernizina, 
kar kaže na odsotnost hidrofobnih interakcij med pernizinom in liposomi iz 
arhejskih lipidov.  
 
• Z uporabo fluorescenčne DPH sonde smo dokazali, da se pernizin ne vgrajuje v 
hidrofobni del lipidnega dvosloja.  
 
• Predpostavili smo, da je pernizin v naravnem okolju prost protein. Prosti encimi so 
pogosto značilni za biofilme, zato smo predvidevali, da tudi arheje A. pernix tvorijo 
biofilme. To domnevo smo preverili s cimogramom, ki je pokazal proteolitično 
delovanje v vzorcu (film) s stene erlenmajerice, v kateri smo gojili arheje, kar kaže 
na to, da arheje A. pernix tvorijo biofilme, katerih sestavni del je pernizin. 
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6 POVZETEK 
 
Arheja A. pernix  je termofilna arheja, ki poseljuje okolja z ekstremno visoko temperaturo. 
Njenemu življenjskemu okolju je prilagojena tako njena membrana, ki je zgrajena iz C25-
izoprenoidov, kot tudi njeni encimi. Zaradi zmožnosti delovanja v temperaturnem 
območju, v katerem so običajni encimi denaturirani ter zaradi njihove biorazgradljivosti so 
encimi iz termofilnih organizmov zelo zanimivi za komercialno uporabo. 
Pernizin, proteaza iz arheje A. pernix, je zunajcelična proteinaza. Ker je pernizin 
ekstracelularen protein, smo v tej magistrski nalogi skušali odgovoriti na vprašanje, ali je 
za delovanje pernizina v naravnem okolju potrebna vpetost v membrane. 
 
Rekombinanten pernizin smo pripravili z bakterijo E. coli, sev BL21 (DE3). Iz arheje A. 
pernix smo izolirali lipide ter iz njih pripravili poenostavljene modele celične membrane, 
liposome. Ti so se razlikovali po velikosti in lamelarnosti (majhni unilamelarni, SUV in 
veliki multilamelarni liposomi, MLV), ter po sestavi (liposomi iz arhejskih lipidov, ter 
liposomi iz arhejskih lipidov z dodatkom holesterola oziroma DPPC-ja).  
 
S sedimentacijskim testom smo ugotovili, da v določenih primerih obstaja šibka 
elektrostatska povezava med pernizinom in arheosomi, ki pa se ob dodatku nizke 
koncentracije soli prekine. Predvidevali smo, da taka interakcija v naravnem okolju arheje 
ni dovolj močna, da bi pernizin obdržala na celični membrani. Pernizin se na liposome iz 
arhejskih lipidov z dodatkom holesterola oziroma DPPC lipidov ni vezal.  
 
Vezavo pernizina na lipidne membrane smo nato preverili še z drugimi metodami, pri 
čemer smo se osredotočili na uporabo liposomov iz arhejskih lipidov, arheosome. Z 
uporabo fluorescenčne emisijske spektrometrije in CD-spektropolarimetrije smo preverjali 
vpliv dodatka liposomov na sekundarno strukturo pernizina. Fluorescenca pernizina je bila 
v prisotnosti in odsotnosti arheosomov skoraj enaka, razmerje intenzitet 350/330 nm se je 
večinoma ohranjalo, prav tako ni bilo večjih sprememb v λmax. Večjih razlik v CD spektru 
pernizina v prisotnosti in odsotnosti liposomov ni bilo. Temperatura, pri kateri smo posneli 
CD spekter (20, 60 in 90 °C) ni bistveno vplivala na spekter.  Z uporabo teh dveh metod 
smo ugotovili, da se sekundarna struktura pernizina ob dodatku liposomov malenkost 
spremeni, kar je bolj kot za hidrofobne povezave značilno za elektrostatske povezave. 
Odsotnost hidrofobnih povezav smo potrdili z uporabo DPH fluorescenčne sonde. Ta se 
vgrajuje v hidrofobni (srednji) del lipidnega dvosloja, njeno gibanje pa je v primeru, da je 
tam prisoten še kakšen protein omejeno. Ker je ostala anizotropija DPH molekule v 
liposomu ob dodatku pernizina nespremenjena, to kaže na odsotnost hidrofobnih povezav.  
 
Zaključili smo, da se pernizin v naravnem okolju ne veže na celično membrano arheje, 
temveč je prost encim. Prosti encimi so pogosto značilni za biofilme, zato smo 
predvidevali, da lahko arheja A. pernix tvori biofilme. To domnevo smo preverili s 
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cimogramom. V vzorcu s stene erlenmajerice v kateri smo gojili arheje, za katerega smo 
predvidevali, da bi lahko bil biofilm smo zaznali proteolitično aktivnost na mestu z 
molekulsko maso značilno za zrel nativni pernizin. To dokazuje, da lahko arheje A. pernix  
tvorijo biofilme, katerih sestavni del je pernizin. 
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